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APRESENTAÇÃO 
 
As diferentes espécies desenvolvem um comportamento alimentar 
peculiar, advindo das suas necessidades nutricionais e da sua capacidade de 
detecção dos sabores. Esta detecção se dá por ação de receptores gustativos, 
onde aqueles responsáveis pelo gosto adoçicado permitem o desenvolvimento de 
uma preferência natural dos seres humanos ao sabor doce (WANG et al., 2004).  
Este fato pode ser comprovado por dados do Instituto Brasileiro de Geografia e 
Estatística (IBGE), o qual menciona que, nos últimos 35 anos, houve redução do 
consumo de alimentos tradicionais, como o arrroz e o feijão e aumento no 
consumo de alimentos industrializados, como refrigerantes (IBGE, 2010). 
Pesquisas de aquisição de gêneros alimentícios mostram que, desde a 
década de 1990, houve uma crescente venda de alimentos processados e 
ultraprocessados em países de renda média, como o Brasil (MONTEIRO, 2013). 
Relatos como este justificam a intensa atividade da indústria em produzir 
alimentos com larga utilização de aditivos (LOK et al., 2010).  
No mundo todo já foram aprovados mais de 3000 aditivos (YILMAR e 
UÇAR, 2014), que são classificados em conservantes, edulcorantes, aditivos de 
cor, intensificadores de sabor e emulsionantes. Destes, os adoçantes estão 
inseridos no grupo dos edulcorantes e merecem atenção especial.  
Os adoçantes podem ser nutritivos e não nutritivos, naturais ou 
sintéticos. Destes aditivos os mais consumidos são os não calóricos, destacando-
se o aspartame, a sucralose, a sacarina sódica e o glicosídeo de esteviol; os 
quais tiveram seus consumos aprovados no Brasil, pela Lei 8918 de 14 de Julho 
de 1994 (BRASIL, 1994). 
Estas substâncias, por serem facilmente encontradas em alimentos, 
são intensamente consumidas durante toda a vida. Este fato justifica o 
desenvolvimento de estudos com o propósito de obter dados que avaliem a 
genotoxicidade e a carcinogenicidade destas substâncias. Tais dados são obtidos 
pela Food and Drug Administration (FDA) (CHUNG e LEE, 2013).  
A WHO relata que o desenvolvimento do câncer está associado, dentre 
outros fatores, à genotoxicidade (WHO, 2011), uma vez que os danos ao ácido 
desoxirribonucléico (DNA) acarretam o aparecimento de aberrações 
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cromossômicas e alterações de bases, que são responsáveis por mudanças no 
ciclo celular (JORDE et al., 2010). De acordo com as últimas estatísticas 
divulgadas pela WHO, as neoplasias acometeram cerca de 1,6 milhão de pessoas 
entre os anos  de 2000 e 2012 em todo o mundo (WHO, 2014). No Brasil,  o 
Instituto Nacional do Câncer (INCA) revela que, as estimativas para o biênio 
2016-2017 são de 234.010 novos casos de câncer, sendo os maiores valores 
para para o câncer de próstata, seguido do câncer de mama (INCA, 2016). 
Conforme mencionado, os adoçantes sempre foram alvo de estudos 
para avaliação da genotoxicidade, a qual pode apresentar associação direta ou 
indireta à carcinogênese. A obtenção de resultados inconclusivos e contraditórios 
tende a incentivar a realização de novos ensaios que contemplem os princípios da 
genética toxocológica. Diante deste fato, o presente trabalho foi desenvolvido com 
o objetivo de avaliar o potencial carcinogênico dos adoçantes aspartame, 
sucralose, sacarina sódica e glicosídeo de esteviol por meio do teste de detecção 
de clones de tumores epiteliais (wts) em Drosophila melanogaster. 
Este trabalho encontra-se estruturado da seguinte maneira:  
No capítulo I encontra-se a fundamentação teórica, com informações 
que justificam a escolha deste tema para o desenvolvimento desta pesquisa. 
Inicialmente é realizada uma abordagem associando a nutrição com o 
aparecimento do câncer. Em seguida, aborda-se um apanhado histórico do 
desenvolvimento e a aprovação do consumo dos edulcorantes aspartame, 
sucralose, sacarina sódica e glicosídeo de esteviol, bem como suas 
características bioquímicas. Posteriormente, é relatada a importância do uso da 
Drosophila melanogaster como organismo modelo em pesquisas que avaliem o  
potencial carcinogênico de substâncias. Este relato vem associado ao teste de 
detecção de tumores em clones de células epiteliais. Finalizando, foi apresentado 
o mecanismo de ação da droga quimioterápica Doxorrubicina no desenvolvimento 
de tumores, justificando sua utilização como controle positivo desta pesquisa. 
O capítulo II traz o artigo intitulado “Avaliação do potencial 
carcinogênico de edulcorantes por meio do teste de detecção de clones de 
tumores epiteliais (warts) em Drosophila melanogaster” que, posteriormente, será 
enviado para publicação no periódico Food and Chemical Toxicology. 
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FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 
_________________________________________________________________ 
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1.1 DIETA E CÂNCER 
 
O ser humano preza muito por uma saborosa alimentação, na intenção 
de vivenciar momentos prazerosos. Porém, muitas vezes os alimentos que 
oferecem uma ótima sensação no quisito sabor nem sempre oferecem um bom 
resultado para a saúde. Para Wicki  e Hagmann (2011), a incidência do câncer 
está intimamente relacionada à uma alimentação inadequada. Sendo assim, a 
mudança no comportamento alimentar pode reduzir o número de pacientes com 
câncer. 
As células cancerosas são originadas a partir de desordem genética 
e/ou irregularidades metabólicas (D’ASCENZIO et al., 2014). Estas  alterações 
celulares podem ser resultantes de mecanismos epigenéticos e/ou mudanças na 
constituição ou na estrutura do genoma, através de substituição de nucleotídeos, 
inserções, deleções, rearranjos e alterações no número de cópias de genes 
(PLEASANCE et al., 2010).  
No último século, estratégias vem sendo desenvolvidas com o 
propósito de detecção dessas mutações no genoma de células cancerígenas. 
Stratton et al. (2009) mencionam que cerca de 400 genes já foram identificados e 
que, através dessas alterações somáticas nestes genes, ocorre o crescimento 
clonal determinando a oncogênese.  
As alterações ocorridas no genoma modificam o ciclo celular induzindo 
a formação de neoplasias, que são massas celulares, também conhecidas como 
tumores, podendo ser localizados em tecidos e órgãos (JORDE et al., 2010).  A 
carcinogênese possui etapas que permitem a instalação do tumor, são elas: (i) 
iniciação, na qual o agente carcinogênico induz alterações genéticas permanentes 
nas células; (ii) promoção, a célula inicial é estimulada a proliferar, amplificando o 
clone transformado e (iii) progressão, onde o clone transformado prolifera, o tumor 
cresce, surgem células com potencial metastatizante e a neoplasia se desenvolve 
em sítios distantes da sua origem, como mostrado na Figura 1.1 (BRASILEIRO 
FILHO, 2013). 
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Figura 1.1. Fases da Carcinogênese: iniciação, promoção e progressão. 
Fonte: http://www.ebah.com.br/content/ABAAAgJ1oAG/enfermagem-
oncologia-01?part=3 - Acesso: 20/07/2016. 
 
 
O câncer é determinado pelo acúmulo de mutações que ocorrem no 
DNA ao longo dos tempos e que influenciam no índice mitótico (NELSON e COX, 
2014). O ciclo celular relacionado às neoplasias é regulado por vários genes, 
dentre eles: (i) os proto-oncogenes que codificam proteínas, denominadas fatores 
de crescimento, que induzem células em repouso a se dividirem e em alguns 
casos a se diferenciarem; (ii) os genes supressores de tumor, que codificam 
proteínas que, normalmente, restrigem a divisão celular e (iii) os genes de reparo 
de danos ao DNA, que impedem o  acúmulo de mutações ao longo dos tempos 
(NELSON e COX, 2014). Não menos importantes nesta regulação estão os genes 
apoptóticos e antiapoptóticos (BRASILEIRO FILHO, 2013). Diante da atuação dos 
agentes mutagênicos, estes genes deixam de desempenhar suas funções na 
regulação do ciclo celular (GRIFFITHS et al., 2008). 
Os proto-oncogenes ao passarem por mutações, desencadeadas pela 
ação de agentes físicos e/ou químicos, passam a ser chamados de oncogenes  
(AMENDOLA e VIEIRA, 2005).  
Os genes supressores de tumor, ao contrário dos oncogenes, precisam 
ter dois alelos afetados para induzir o câncer, caracterizando um caráter 
recessivo. Em geral, a perda de uma cópia do gene decorre de mutação, 
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enquanto a segunda cópia é perdida por deleção do outro alelo (BRASILEIRO 
FILHO, 2013). 
Os genes de reparo, quando inativos, deixam uma parte do genoma 
sem reparo ou realizam um reparo incompleto; fatores dietéticos e mutagênicos 
comprometem a reparação dos genes (FERGUSON, 2010).  
A proliferação celular descontrolada, que representa a essência da 
doença neoplásica, envolve não só a desregulação nos mecanismos de  
proliferação celular, mas também ajustes do metabolismo energético, a fim de 
estimular o crescimento e divisão celular (EL-BACHA e SOLA-PENNA, 2003). 
Para ocorrer o bom funcionamento do ciclo celular é necessário haver um 
metabolismo energético equilibrado. Diante deste fato, as pequisas envolvendo 
causas e tratamento de câncer enfatizam este metabolismo, tendo em vista que 
ocorre grande interação entre câncer e metabolismo (D’ASCENZIO et al., 2014). 
Além disso, deve-se considerar que a condição proliferativa de uma célula tumoral 
requer uma reprogramação metabólica da célula, de maneira a satisfazer suas 
demandas energéticas. A modificação mais conhecida no metabolismo energético 
das células tumorais é a capacidade glicolítica aumentada, mesmo na presença 
de altas concentrações de oxigênio (ZHOU et al., 2010). 
Em 1924, Warburg relatou que as células cancerígenas conseguem 
grande parte de Adenosina Trifosfato (ATP) a partir da glicólise aeróbica, sendo 
um processo onde ocorre a degradação da glicose, liberando moléculas de 
lactato, mesmo na presença de suficiente oxigênio (WARBURG, 1924). Em 
células normais, a produção de grande parte do ATP ocorre com a oxidação do 
piruvato no interior das mitocôndrias, mas em comparação com o saldo de ATP 
obtido com a glicólise nas células cancerígenas, a quantidade de ATP produzida 
nas mitocôndrias passa a ser considerada reduzida (WICKI e HAGMANN, 2011). 
Estes mesmos autores mencionaram que, a princípio, acreditava-se que a 
glicólise aeróbica ocorreria devido à defeitos mitocôndriais. Porém, só foi 
verificado defeito em alguns casos de tumor.  
Mahon et al. (2015) relataram que o tumor sólido encontra-se em um 
microambiente letal, no qual a condição de hipóxia é tida como um quadro de 
stress para as células tumorais. Diante deste fato, ocorre uma reprogramação 
metabólica, na qual as células substituem o metabolismo aeróbico por glicólise 
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fermentativa (WARBURG, 1956). Nesta condição ocorre redução do potencial de 
hidrogênio (pH) e processo de acidificação, no qual o pH intracelular permanece 
em nível fisiológico, porém o pH extracelular se torna acidificado, gerando um 
quadro de pH diferencial, que é considerado prejudicial à célula tumoral (MAHON 
et al., 2015). A atuação das enzimas anidrase carbônica XII e IX modula o pH 
diferencial nestas células, garantindo sua sobrevivência (D’ASCENZIO et al., 
2014).   
Wicki e Hagmann (2011) relataram que nas reações metabólicas 
verifica-se a ação de sensores energéticos, que trabalham de maneira 
antagônica, (Figura 1.2): (i) mamíferos alvo da rapamicina (mTOR), enzima 
serina-quinase, responsável por estimular processos anabólicos que consomem 
ATP para desempenho de funções como crescimento celular, síntese protéica  e 
lipídica e (ii) quinase dependente de adenosina monofosfato (AMPK) atuando de 
maneira oposta ao mTOR, estimulando processos catabólicos na mitocôndria e 
produzindo ATP. O sensor mTOR é estimulado diante de altos níveis de 
transportadores de energia e o AMPK responde a aumento de adenosina 
monofosfatada (AMP).  
 
 
Figura 1.2. Vias metabólicas de mTOR e AMPK. 
Fonte: Adaptação de WICKI e HAGMANN (2011). 
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Estas duas vias são ativadas em situações opostas, onde uma inibe a 
outra. Nestas vias metabólicas existem quatro compostos intermediários que 
atuam como supressores de tumor inibindo mTOR; são eles: Homólogo de 
fostase e tensina (PTEN), Proteína quinase-serina-treonina11(LKB1), Complexo 
Esclerose Tuberosa (TSC) e Fator de transcrição (p53). A atividade de mTOR  a 
longo prazo gera carcinogênese, embora esta não seja a única causa de uma 
síndrome metabólica geradora de tumor (WICKI e HAGMANN, 2011). 
Estas informações vêm ao encontro do  trabalho de Calle e Kaaks 
(2004), que mencionam a atuação da adipocina inflamatória, liberada pelo tecido 
adiposo visceral, favorecendo formação de tumores. Estas moléculas e seus 
metabólitos influenciam na sinalização oncogênica, como a oxidação da 
lipoproteína de baixa densidade (LDL) que promove a transformação celular por 
meio da via de sinalização  do fator K de transcrição nuclear (NFkB) (Figura 1.3) 
(HIRSCH et al., 2010), além de contribuir para a expressão da monoacilglicerol 
lipase, que atua aumentando a migração, invasão e sobrevivência de células do 
câncer (NOMURA et al., 2010).  
 
 
 
Figura 1.3. Ativação e atuação da via de sinalização NFkB. 
Fonte: BRASILEIRO FILHO (2013). 
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Fica evidente que a obesidade representa uma influência limitada, mas 
real, para o desenvolvimento do câncer e mortalidade, tendo em vista que esta 
doença é considerada crônica e tem seu desenvolvimento após muitos anos de 
alimentação inadequada (BASEN-ENGQUIST e CHANG, 2011). 
A dieta cetogênica, desenvolvida em animais de laboratório, vem sendo 
utilizada como uma forma de terapia para redução de tumores. Esta proposta 
consiste na ingestão reduzida de carboidratos acompanhada de um 
enriquecimento de lipídeos, com efeitos bioquímicos e biológicos que são 
ocasionados pela redução de calorias (MAALOUF et al., 2009). A restrição 
calórica decorrente da reduzida exposição celular à glicose, favorece o estado 
metabólico AMPK e inibe o tempo de atividade da via mTOR, reduzindo a 
formação de tumores (WICKI e HAGMANN, 2011). 
Estes argumentos fortalecem a influência da alimentação no 
desenvolvimento de neoplasias, seja atuando como agentes químicos 
mutagênicos ou em vias de sinalização que contribuem para um metabolismo 
irregular, com tendência para ativação de vias de sobrevivência de células 
tumorais. Esta relevância se enquadra, principalmente, aos alimentos que, pela 
sua facilidade de aquisição, são bastante consumidos pela população, sejam eles 
naturais ou industrializados como, por exemplo, os edulcorantes. 
 
1.2   EDULCORANTES  
 
Verifica-se, há décadas, uma motivação para a indústria desenvolver 
alimentos dietéticos que substituam o açúcar, visando atender as necessidades 
dietoterápicas específicas como exigências físicas, metabólicas, fisiológicas e 
patológicas (ROSSONI et al., 2007). 
Para a substituição da sacarose, açúcar de mesa, desenvolveram-se 
os adoçantes dietéticos, que são edulcorantes sem adição de monossacarídeos 
ou dissacarídeos. Estes adoçantes são encontrados em alimentos como balas, 
goma de mascar, adoçantes de mesa, sucos, refrigerantes, chás, dentre outros. 
Isso justifica a facilidade  e o acesso para o consumo destes aditivos, que pode 
ser feito não só por pessoas que apresentam algum distúrbio na saúde, mas 
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também por pessoas que estão preocupadas apenas em manter a forma física 
(TELLES, 1991).  
Os edulcorantes podem ser calóricos, como carboidratos e peptídeos, 
e não-calóricos (Figura 1.4), sendo estes os mais consumidos incluindo, dentre 
outros, o aspartame, a sucralose, a sacarina sódica e o glicosídeo de esteviol. 
Estes apresentam um potencial de doçura mais elevado em relação ao açúcar de 
mesa, além de não causarem diarreia osmótica e serem encontrados nos 
alimentos de forma combinada, evitando assim o seu consumo excessivo 
(TANZER, 1995). 
 
Figura 1.4. Classificação dos edulcorantes. 
Fonte: ZANINI (2010).  
 
Atualmente, é fácil o acesso a esses adoçantes. A Legislação Brasileira 
proibiu, durante quinze anos (1973 a 1988), o desenvolvimento de produtos 
dietéticos, os quais poderiam ser encontrados apenas em farmácias e 
comercializados como medicamentos de tarja vermelha e sob receita médica 
(ROSSONI et al., 2007). Posteriormente, o Ministério da Saúde, através da 
resolução nº 04 de 24/11/1988, publicada no Diário Oficial da União (D.O.U) em 
19/12/1988, orientou o uso de aditivos intencionais nos alimentos e bebidas 
dietéticas, com as devidas concentrações nos produtos (BRASIL, 1988). Em 
1994, a Lei 8918, publicada no D.O.U em 15/07/1995, estabeleceu a 
obrigatoriedade do registro de padronização, classificação, inspeção, fiscalização 
da produção e do comércio de bebidas em todo o território nacional. No artigo 
sétimo desta Lei verifica-se a regulamentação de edulcorantes naturais e 
sintéticos na elaboração de bebidas dietéticas (BRASIL, 1994). 
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Até a década de noventa o cenário era de grande resistência,  exercida 
pela Legislação Brasileira, em aceitar os produtos dietéticos para maior acesso à 
população, mesmo havendo necessidades orgânicas, porém, esta resistência 
hoje é consideravelmente menor perante a regulamentação existente. A 
substituição do açúcar pelos adoçantes traz uma mudança no curso de certas 
doenças, como a obesidade e o diabetes (TELLES, 1991).  
A WHO formulou a ingestão diária aceitável (IDA) definida para cada 
adoçante, a qual está relacionada ao peso do indivíduo, garantindo a inocuidade 
dos produtos que, a princípio, foram desenvolvidos para trazer bem-estar, mas se 
forem consumidos acima da IDA, podem trazer efeitos colaterais (ROSSONI et 
al., 2007). 
 
1.2.1 Aspartame 
 
O aspartame (aspartilfenilalanina-1-metiléster)  foi desenvolvido em 
1965 pelo pesquisador James Schlatter, vinculado à empresa farmacêutica G. D. 
Searle (FREITAS e ARAÚJO, 2010). Trata-se de um adoçante sintético 
pertencente à primeira geração de edulcorantes (WEIHRAUCH e DIEHL, 2004). 
Este dipeptídeo (Figura 1.5) é obtido a partir da reação entre ácido L-aspártico 
com éster metílico de L-fenilalanina (RANGAN e BARCELOUX, 2009). 
 
 
Figura 1.5. Estrutura química do aspartame. 
Fonte: ALSUHAIBANI (2010). 
 
Juntamente com a sacarina e o ciclamato,  o aspartame apresenta um 
potencial de doçura cerca de 180 a 200 vezes maior em relação à sacarose 
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(YILMAZ e UÇAR, 2014), sendo encontrado em mais de 6000 produtos como, 
refrigerantes, sobremesas, adoçantes de mesa, cereais, dentre outros 
(MARINOVICH et al., 2013).  
Por ser uma substância sintética, é constante a preocupação, por parte 
dos órgãos competentes, com seus impactos à saúde populacional.  
Organizações como United State Food and Drug Administration (USFDA) 
estabeleceram o valor da IDA do aspartame em 50mg/kg de peso corporal/dia. A 
Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação (FAO) e The 
Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA) estabeleceram outro valor 
limite para a IDA, sendo de 40mg/kg por peso corporal/dia (YILMAR e UÇAR, 
2014). Essas medidas se baseiam em estudos que avaliam sua segurança, tendo 
em vista ser um adoçante muito consumido e muito acessível à população. 
A preocupação inicial sobre os efeitos do aspartame se deu devido aos  
produtos da sua hidrólise (Figura 1.6), que são os aminoácidos fenilalanina e 
ácido aspártico, além do composto metanol (HORIO et al., 2014).  
 
Figura 1.6. Hidrólise do Aspartame.  
Fonte: http://profkaiya.blogspot.com.br/ . Acesso: 09/05/2016. 
 
Estes produtos são absorvidos e metabolizados, não se acumulando 
no organismo. Eles são encontrados em outros alimentos, como o leite, portanto, 
mesmo que o aspartame seja consumido, respeitando sua IDA, estes 
aminoácidos poderão ser adquiridos por outras fontes alimentares (BUTCHKO et 
al., 2002). Muitas vezes, o resultado total em uma dieta pode ser de 60 vezes 
mais ácido aspártico e 35 vezes mais fenilalanina, considerando que estes 
aminoácido podem ser obtido a partir do metabolismo do aspartame e de outras 
fontes alimentares (MARINOVICH et al., 2013). 
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Durante a avaliação da segurança do aspartame por parte do Comitê 
Científico dos Alimentos (SCF) e pela European Food Safety Authority EFSA 
(EFSA) (EFSA, 2013), houve uma atenção em relação à formação do metanol. De 
acordo com alguns autores, este álcool é responsável pelo efeito carcinogênico e 
genotóxico do aspartame (SOFFRITTI et al., 2010; HALLDORSSON, 2010). Após 
experimentações, o SCF e a EFSA consideraram o metanol inofensivo, não 
possuindo efeito carcinogênico e genotóxico, para aqueles que consomem 
aspartame em doses abaixo da IDA. O metanol, obtido a partir da hidrólise do 
aspartame, é idêntico ao metanol encontrado em muitos alimentos, como suco de 
tomate, por exemplo. Trata-se de um produto com decomposição natural que, ao 
ser oxidado no fígado, origina outro composto, o formaldeído, o qual vem sendo 
alvo de preocupação, devido a sua capacidade de promover ligação cruzada no 
DNA, induzindo danos a danos (KIRKLAND e GATEHOUSE, 2015). 
A fenilalananina poderia gerar preocupação nesta avaliação de 
segurança, no entanto, a EFSA considerou que a IDA não requer preocupação 
para indivíduos normais e pacientes heterozigotos para a fenilcetonúria, ou seja, 
indivíduos com moderada redução do metabolismo de fenilalanina (PKU) (EFSA, 
2013). 
Segundo a Fundação Européia Ramazzini em Oncologia e Ciências do 
Ambiente (FER), o aspartame introduzido em doses normais aumentou casos de 
neoplasias em ratos, sendo considerado carcinogênico (SOFFRITTI et al., 2006). 
Outro estudo mostra que o aspartame induz câncer de fígado e pulmões 
(SOFFRITTI et al., 2010), porém, em ambos os casos a EFSA desconsiderou 
uma relação existente entre os tumores e o tratamento com aspartame, mantendo 
a IDA (EFSA, 2011a,b). 
A avaliação da segurança alimentar do aspartame requer, em primeiro 
plano, identificar o risco potencial desta substância em diferentes condições 
experimentais in vitro e in vivo. A EFSA estabeleceu a avaliação da segurança 
dos aditivos alimentares revisando dados provenientes de estudos realizados 
durantes os anos de 2005, 2006, 2009 e 2011, onde encontrou relatos do 
aspartame com efeitos indutores de: (i) toxicidade, (ii) diferentes tipos de tumores 
e (iii) parto prematuro (EFSA, 2012). 
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Davoli et al. (1986) mencionaram que pequenas amostras de 
aspartame geram um aumento significativo de metanol no plasma. Skrzydlewska 
(2003), confirmou que o metanol é responsável por redução do conteúdo celular 
de glutationa e da atividade de enzimas relacionadas a esta molécula, como a 
glutationa redutase (GR). Estas informações são confirmadas com o trabalho de 
Abhilash et al. (2011), no qual foi verificado redução dos níveis de glutationa 
reduzida (GSH) no fígado e no cérebro de ratos devido ao aspartame (ABHILASH 
et al. 2013). 
Horio et al. (2014) sugerem que o aspartame tem ação indutora à via 
intrínseca da apoptose, em experimentos in vitro com células da linhagem de 
adrenais de ratos (PC12), com aumento da expressão de Caspases 8 e 9 e 
citocromo c, gerado pelo estresse oxidativo.  
 
1.2.2 Sucralose 
 
A sucralose (4,1’,6’-triclorogalactosacarose) é caracterizada por ser um 
edulcorante sintético não-nutritivo muito difundido na população (Figura 1.7). Sua 
síntese ocorreu em 1970, na Universidade de Londres, por Hough e 
colaboradores, tendo seu desenvolvimento comercial sido realizado por Tate & 
Lyle, LLC and McNeil Specialty Productos Co (MOLINARY e QUINLAN, 2006).  
 
 
Figura 1.7. Estrutura química da sucralose  
Fonte: TOLLEFSEN et al. (2012). 
 
O Canadá, em 05 de setembro de 1991, aprovou a utilização da 
sucralose como um ingrediente alimentar. A US FDA  pronunciou-se em Abril de 
1998, permitindo seu uso em 15 categorias de alimentos e bebidas (US FDA, 
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1999). Em 1999, o FDA permitiu a comercialização como adoçante. 
Posteriormente, a sucralose foi utilizada  em 80 países como edulcorante intenso 
(BRUSICK et al., 2010) sendo que, atualmente, seu consumo é considerado 
global (SCHIFFMAN e ROTHER, 2013).  
A sucralose é encontrada em mais de 4000 produtos como, bebidas, 
alimentos lácteos, produtos de panificações e farmacêuticos (MOLINARY e 
QUINLAN, 2006). Seu potencial de doçura, é 600 vezes maior em relação ao 
açúcar de mesa (BRUSICK et al., 2010), e apresenta propriedades físico-
químicas como, estabilidade à acidez, à temperaturas elevadas e à hidrólise 
enzimática (MOLINARY e QUINLAN, 2006).  
A sucralose é um pó branco cristalino, inodoro, solúvel em água e 
possui temperatura de fusão elevada (TOLLEFSEN et al., 2012). A sucralose é 
feita a partir de substituição seletiva de grupos hidroxilas da sacarose por três 
átomos de cloro (STODDARD e HUGGETT, 2014). A ingestão diária aceitável foi 
determinada pela FAO, JECFA e EFSA como sendo de 15mg/kg (ISA, 2009 apud 
TOLLEFSEN et al., 2012). 
Experimentos realizados com animais e humanos mostraram que a 
sucralose não é metabolizada, de forma relevante, por enzimas P450 do fígado 
(GRICE e GOLDSMITH, 2000) e não é metabolizada, também, 
gastrointestinalmente (BRUSICK et al., 2008). Aproximadamente 92% da 
sucralose ingerida é eliminada na forma inalterada, 78,3% pelas fezes e 14,4%  
pela urina. Parte da sucralose ingerida, cerca de 2,6%, é eliminada pela urina de 
maneira conjugada (ROBERTS et al., 2000). O meio ácido é apropriado para 
hidrólise deste composto, havendo a liberação de 4-cloro-4-desoxi-D-galactose 
(4-CG), que é excretado inalterado pela urina e 1,6-dicloro-1,6-didesoxi-D-frutose 
(1,6-DCF) (Figura 1.8) (SHARMA et al., 2014), sendo que este último segue duas 
vias metabólicas: (i) redução em 1,6 dicloromanitol, com rápida excreção 
inalterada, pela urina e (ii) conjugação com glutationa (GRICE e GOLDSMITH, 
2000). 
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Figura 1.8. Estrutura química do 4-cloro galactose (à esquerda) e  1,6-dicloro 
frutose (à direita). 
Fonte: GRICE e GOLDSMITH (2000).  
 
Diante da grande popularidade e do seu elevado consumo, estão 
sendo desenvolvidos muitos testes que avaliam a segurança alimentar da 
sucralose, inclusive, rastreando a sua genotoxicidade.  
Cromatogramas de camada fina apontam, em extratos fecais 
metanólicos de ratos (SIMS et al., 2000) e seres humanos (ROBERTS et al., 
2000) que a sucralose é metabolizada no trato gastrointestinal. Segundo Abou-
Donia et al. (2008) a baixa absorção do referido adoçante se deve pela sua 
recirculação ativa no lúmen intestinal, ocasionada pelo transportador de efluxo P-
glicoproteína (P-gp) e/ou metabolização por enzimas intestinais do citocromo P3A 
(CYP3A), que liberam produtos químicos mais polares e solúveis em água.  
Brusick et al. (2010) avaliaram a genotoxicidade da sucralose, in vitro e 
in vivo, utilizando diferentes ensaios. In vitro realizaram-se o Teste Ames de 
Mutação Reversa em Salmonella typhimurium e o Teste de Danos no DNA de 
Escherichia coli. In vivo desenvolveram-se o teste que avalia danos 
cromossômicos em medula óssea de ratos, além de ensaios de micronúcleo, 
também em ratos. Em todos os ensaios não foi encontrada ação mutagênica e 
nem clastrogênica exercida pela sucralose. 
Stoddard e Huggett (2014) realizaram ensaios de toxicidade para 
avaliar a eclosão, a sobrevivência e o crescimento de peixes (Pimephales 
promelas) tratados com sucralose e os resultados sugerem ausência de efeito 
tóxico dessa substância em organismos aquáticos, tendo em vista que nenhum 
dos aspectos avaliados foi afetado na concentração máxima utilizada (98mg/L). 
Outros ensaios foram realizados com outros organismos experimentais. 
Demir et al. (2014) avaliaram a genotoxicidade da sucralose in vivo e in vitro 
17 
utilizando D. melanogaster. In vivo desenvolveu-se o Teste de Avaliação da 
Mutação e Recombinação Somáticas (SMART) e em in vitro, realizou-se o teste 
cometa, analisando hemócitos de larvas de terceiro estágio (72 horas) de D. 
melanogaster.  Nos dois  procedimentos foram utilizadas as concentrações de 5, 
10, 25, 50 e 75mM e os resultados, nos dois ensaios, sugeriram que a sucralose é 
um agente não genotóxico. 
 
1.2.3 Sacarina Sódica 
 
A sacarina sódica (Figura 1.9) trata-se de um adoçante sintético, 
produzido por Remsen e Fahlberg em 1879, sendo muito utilizado a partir de 
então, principalmente durante a Primeira Guerra Mundial (WHYSNER e 
WILLIAMS, 1996). 
 
 
Figura 1.9.  Estrutura química da sacarina sódica.  
Fonte: WHYSNER e WILLIAMS (1996).  
 
 
Foram produzidos vários tipos de sacarina, dentre eles a sacarina 
ácida (Hsac), sacarina de cálcio (CaSac), sacarina de potássio (Ksac) e sacarina 
sódica (NaSac) (WHYSNER e WILLIAMS, 1996). 
Vários países adquiriram a permissão para o uso da sacarina em 
alimentos, assim como outros edulcorantes não-calóricos. A Prevention of Food 
Adulteration (PFA)  da Índia, controlou de 1954 até 2000, a utilização e a venda 
de aditivos em produtos alimentares, sendo que, apenas a sacarina apresentava 
permissão por este órgão para ser utilizada (BAEDER et al., 1977). Com base em 
estudos de toxicidade a longo prazo,  a ingestão diária recomendável para o 
consumo da sacarina sódica é de 5mg/kg de peso corporal por dia (FAO/WHO, 
1967 apud BANDYOPADHYAY et al., 2008). 
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Desde que foi desenvolvida, a sacarina sódica vem sendo alvo de 
diversas pesquisas de investigação sobre seus possíveis danos à saúde, com 
uma história com bastante controvérsia, o que motivou o Programa Internacional 
de Segurança Química a determinar a necessidade de constantes testes que 
avaliam a genotoxicidade in vivo e in vitro, com o propósito de medir os 
parâmetros genéticos e interpretar os resultados correlacionando-os ao homem 
(BANDYOPADHYAY et al., 2008).  
Na década de 1970 houve o desenvolvimento do teste de 
carcinogenicidade utilizando ratos de duas gerações como organismo-teste. Na 
ocasião, foi utilizada uma dieta com doses elevadas de sacarina sódica por 
longos períodos, resultando no desenvolvimento de tumores na bexiga dos 
animais.  
Bandyopadhyay et al. (2008) desenvolveram  ensaios in vitro, com o 
Teste Ames em bactérias Salmonella typhimurium das cepas TA97 e TA100, 
utilizando as concentrações de 10, 100, 250, 1000 e 10.000 µg/placa. Os 
resultados apontaram para ausência de sinais mutagênicos.  
Fowler et al. (2012) realizaram teste de micronúcleo em diferentes 
linhagens de roedores. Na sub-linhagem de fibroblastos derivados de pulmão de 
roedores (CHL), a concentração máxima de sacarina sódica utilizada,10 milimolar 
(mM), não induziu formação de micronúcleo, além de não mostrar toxicidade; esta 
linhagem não apresentou níveis consideráveis de p53. A linhagem TK6, 
constituída por células linfoblastóides humanas, apresentou resultados 
semelhantes àqueles encontrados na linhagem CHL; porém, apresentava níveis 
consideráveis de p53.  
Resultados obtidos a partir de testes in vitro sempre foram alvo de 
discussões e controvérsias, como aqueles obtidos pelos estudos de Ishidate Jr. et 
al. (1988), no qual foi utilizada a linhagem CHL na avaliação da sacarina sódica. 
Neste estudo houve a ocorrência de aberrações geradas pela sacarina sódica na 
concentração de 39 mM. Neste caso, deve-se considerar a osmolaridade ideal 
para cada tipo de célula, pois substâncias adicionadas ao meio alteram a 
osmolaridade e, consequentemente, o grau de ionização da substância. Sendo 
assim, a ocorrência de aberrações nem sempre está ligada diretamente à 
substância testada, mas sim à osmolaridade elevada. 
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Bandyopadhyay et al. (2008) desenvolveram um ensaio cometa com 
células da medula de camundongos machos, com as concentrações de 50, 100 e 
200 mg/kg e observaram indução de danos ao DNA, porém o efeito mutagênico 
foi considerado fraco.  
Demir et al. (2014) realizaram  testes in vivo com D. melanogaster por 
meio do SMART e do ensaio cometa, avaliando a genotoxicidade da sacarina 
sódica nas seguintes concentrações: 5, 10, 25, 50 e 75mM. Em ambos os testes, 
os resultados mostraram ausência de genotoxicidade em linhagens do organismo 
teste com níveis basais de CYP450. Tripathy et al (1994) realizaram o SMART, 
utilizando  concentrações de sacarina sódica  mais elevadas (50, 100 e 300mM), 
porém a linhagem do organismo teste apresentou níveis mais elevados de 
CYP450 e os resultados, também, indicaram ausência de genotoxicidade. 
Para Whysner e Williams (1996) existem muitas provas de que a 
sacarina sódica não possui reatividade com o DNA e sim, com mecanismo 
epigenético envolvido em danos e proliferação celular, com consequente 
formação de tumor.  
É importante ressaltar a atuação da sacarina sódica em processos que 
contribuem para o controle do câncer, como expresso no trabalho de D’Ascenzio 
et al. 2014. Mahon et al. (2015) relatam a atuação do adoçante na inibição da 
metaloenzima anidrase carboxilase IX (CA IX), gerando redução no crescimento e 
na proliferação de tumores, além de melhorar os efeitos da quimioterapia e 
radioterapia. 
 
1.2.4 Glicosídeo de esteviol 
 
O glicosídeo de esteviol (SG) é um adoçante natural extraído de um 
arbusto perene, da família Asteraceae, denominado Stevia rebaudiana Bertoni 
(Figura 1.10), sendo uma planta nativa do Paraguai e das regiões subtropicais do 
Brasil (BARBET-MASSIN et al., 2015).  
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Figura 1.10. Stevia rebaudiana Bertoni.  
Fonte: http://science-all.com/stevia.html . Acesso: 10/05/2016.  
  
Das suas folhas é extraído SG que há vários anos vem sendo utilizado 
em vasta gama de produtos alimentares por ser caracterizado como um adoçante 
não-calórico (TAVARINI e  ANGELINI, 2013). Na América do Sul, a Stevia vem 
sendo utilizada há centenas de anos e, atualmente, além de uma série de 
alimentos, esta planta é também utilizada em medicamentos (URBAN et al., 
2015). Se comparada à América do Sul, a utilização desta planta nos Estados 
Unidos e Europa é considerada contemporânea no mercado (CARAKOSTAS et 
al., 2012).  
Mesmo sendo uma substância não-calórica este adoçante possui 
sacarose, apresentando um potencial de doçura entre 200 a 400 vezes superior 
em relação à sacarose (BARBET-MASSIN et al., 2015). Trata-se de uma 
alternativa muito requisitada  em substituição ao açúcar, mais calórico; por ser 
natural e possuir um elevado potencial de doçura e devido à necessidade do seu 
consumo, principalmente, por pessoas que apresentam diabetes tipo 2 e por 
pessoas obesas. O seu consumo tende a melhorar a qualidade de vida destas 
pessoas, uma vez que esses distúrbios apresentam índices elevados, sendo 
considerados como problemas de saúde pública em todo o mundo (ZIMMET et 
al., 1997).  
O SG é quimicamente definido como uma mistura com, no mínimo, 
95% de esteviosídeo e rebaudiosídeo A (BELDA-GALBIS et al., 2014). O 
esteviosídeo é composto por três moléculas de glicose mais esteviol aglicona e o 
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rebaudiosídeo A possui uma molécula de glicose adicional  (Figura 1.11) 
(CHATSUDTHIPONG e MUANPRAST, 2009). A farmacocinética dos dois 
componentes do SG é bastante semelhante, apresentando perfil metabólico 
equivalente (ROBERTS e RENWICH, 2008). 
 
 
Figura 1.11. Estruturas químicas do Esteviosídeo (à direita) e Rebaudiosídeo A (à 
esquerda). 
Fonte: BARBET-MASSIN et al. (2015). 
 
Mesmo sendo um adoçante considerado natural, existem vários 
estudos que avaliam a sua segurança alimentar. A FDA, por diversas vezes, 
negou a entrada da Stevia no mercado como aditivo alimentar, porém em 1995 
este órgão autorizou a utilização do SG como suplemento dietético (FDA, 1995). 
No ano de 2010 a EFSA também aprovou a utilização do SG como 
aditivo alimentar e considerou a substância como não cancerígena, não 
genotóxica ou associada a qualquer toxicidade reprodutiva ou de 
desenvolvimento (EFSA, 2010).  
A IDA para o GS foi estabelecida como sendo de 4mg/kg por peso 
corporal, diariamente (JECFA, 2008 e 2009).  
O esteviosídeo é um pó branco cristalino e inodoro e, por suas 
atividades farmacológicas e terapêuticas, tem sido considerado benéfico à saúde. 
Apresenta propriedades antitumoral, anti-inflamatória, anti-hiperglicêmico, 
diurético dentre outras (RIZZO et al., 2013). A absorção do glicosídeo de esteviol 
é bastante reduzida e ao ser hidrolisado pela microflora do cólon ocorre a 
liberação de esteviol (Figura 1.12) (KOYAMA et al., 2003).  
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Figura 1.12. Estrutura química do Esteviol.  
Fonte: PANPATIL e POLASA (2008). 
 
Existem alguns relatos de ocorrência de genotoxicidade envolvendo o 
esteviol e seus derivados oxidativos.   
Matsui et al. (1996) desenvolveram pesquisas, in vitro, avaliando o 
esteviosídeo e o esteviol. Através do ensaio Ames foi verificado ausência de 
potencial mutagênico do esteviosídeo e do esteviol, seja com ativação metabólica 
ou sem  ativação metabólica. No teste de mutação FORWARD, o esteviosídeo 
não induziu aumento significativo de mutações, com ou sem ativação metabólica 
e o esteviol induziu aumento significativo de mutações, com ativação metabólica. 
No ensaio UMU, o esteviosídeo não aumentou significativamente a atividade da 
β-galactosidase, tanto com ativação metabólica como sem ativação metabólica e 
o esteviol apresentou resultado positivo sem ativação metabólica, com doses 
baixas e negativo, com ativação metabólica. Testes de aberração cromossômica, 
com células de hamster chinês, mostraram que o esteviosídeo não gerou 
aberrações, ao contrário do esteviol, que causou aberrações quando ativado 
metabolicamente. Ensaios de mutação genética com células CHL foram 
realizados, apresentando genotoxicidade para o esteviol com ativação metabólica. 
Ensaio in vivo, como o teste de micronúcleo em eritrócitos de medula óssea de 
camundongo, estes indicou que o esteviol não é indutor de micronúcleos 
(MATSUI et al. 1996). 
Os compostos esteviosídeo e rebaudiosídeo A apresentam 
características farmacocinéticas muito semelhantes, fato que motivaram Williams 
e Burdock (2009) a avaliarem o rebudiosídeo A, utilizando a mesma metodologia 
empregada em trabalhos de Matsui et al. (1996), que avaliaram apenas o 
esteviosídeo. Os resultados encontrados com o rebaudiosídeo A e com o 
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esteviosídeo foram semelhantes no teste Ames, constatando a ocorrência de 
aberração cromossômica em células de mamíferos e micronúcleo em ratos. Os 
referidos autores alertam, entretanto, que os resultados positivos para 
genotoxicidade podem ser interpretados de maneira equivocada, apresentando na 
realidade um ação citotóxica e não genotóxica, como ocorreu nos resultados do 
teste de aberração cromossômica realizados com o esteviosídeo por Matsui et al. 
(1996). 
O composto esteviol obtido da hidrólise, tanto do esteviosídeo como do 
rebaudiosídeo A, é caracterizado como sendo um agente com baixo índice 
genotóxico, apresentando comportamento citotóxico (WILLIAMS e BURDOCK, 
2009). Amney (2011) verificou que elevadas doses de esteviosídeo são 
responsáveis por reduzirem, significativamente, os níveis de atividade das 
enzimas superóxido-dismutase (SOD) e catalase (CAT). Altos níveis de 
substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) foram detectados no grupo 
submetido à doses elevadas de esteviosídeo, sugerindo indução à peroxidação 
lipídica como um pró-oxidante e consequente formação de lesão nas membranas 
celulares. A pesquisa mostra, ainda, que o esteviol contribui para a redução dos 
níveis da enzima glutationa redutase (GR), compromentendo os níveis de 
glutationa reduzida (GRH); que consiste no principal antioxidante não enzimático 
presente na membrana plasmática e solúvel em água.  
Rizzo et al (2013) que utilizaram células de neuroblastoma humano em 
ensaios in vitro mostraram que o glicosídeo de esteviol não influenciou 
significativamente a atividade da Caspase 3, o que sugere que este composto não 
induz apoptose celular. Este trabalho avaliou a atividade antioxidante e verificou 
que este composto não reduziu os níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS).  
Recentemente foram realizados ensaios in vitro, com extrato etanólico 
de Stevia rebaudiana contendo glicosídeo de esteviol, em diferentes linhagens 
celulares: (i) derivadas de células obtidas de um câncer cervical (HeLa), (ii) do 
carcinoma colorretal humano (HCT116) e (iii) do carcinoma pancreático humano 
(MiaPaCa-2). López et al. (2016) verificaram atividade antiproliferativa e 
antioxidante, com eliminação de radicais livres.  
De acordo com paineis de especialistas dos Estados Unidos, as 
preparações altamente purificadas de glicosídeo de esteviol (igual ou superior a 
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95%) atendem o padrão exigido  pela USFDA, passando a ser classificado como 
“Geralmente Reconhecido como Seguro” (GRAS) (USFDA, 2014). 
Estes padrões que conferem segurança no consumo de determinados 
alimentos, somente podem ser confirmados com pesquisas que avaliam esta 
segurança alimentar por metodologias diversificadas empregando diferentes 
organismos experimentais tais como a Drosophila melanogaster, por exemplo. 
 
1.3   Drosophila melanogaster 
 
 Conhecida como mosca da fruta, a Drosophila melanogaster é 
considerada, pelos geneticistas, como um excelente organismo modelo. Sua 
utilização em análises científicas vem sendo realizada desde 1909, quando 
Thomas Hunt Morgan investigou e comprovou a Teoria Cromossômica da 
Herança (KOHLER, 1994). Trata-se de um inseto da ordem Díptera, com 2 
milímetros (mm) de comprimento (Figura 1.13), completando seu ciclo reprodutivo 
em, aproximadamente, dez dias a uma temperatura ambiente em torno de 25°C 
(SNUSTAD e SIMMONS, 2001).  
  
 
 
Figura 1.13. Casal de Drosophila melanogaster. 
Fonte: https://prezi.com/vhq1i8xz0dck/apresentacao-de-genetica . Acesso: 
27/01/2015. 
  
 O desenvolvimento do padrão corpóreo (Figura 1.14) ocorre em pouco 
mais de uma semana, no qual é verificada a presença de 3 estágios larvais 
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(instars), com posterior diferenciação em pupa e, por fim, formação do indivíduo 
adulto (GRIFFITHS et al., 2008).  
 
 
Figura 1.14.  Ciclo reprodutivo da Drosophila melanogaster. 
Fonte: <http://www.sc.didaxis.pt/hereditariedade/drosophila.htm>. Acesso: 
15/06/2016. 
 
 
Durante a embriogênese é originado o cérebro com dois hemisférios e 
o gânglio esofageal, além de 10 pares de discos imaginais e disco genital (Figura 
1.15). Estes discos imaginais possuem uma camada de células epidérmicas, 
responsáveis pela origem de tecidos, órgãos e estruturas anatômicas, como os 
apêndices específicos de cada segmento (JEIBMANN e PAULUS, 2009).  
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Figura 1.15. Larva de Drosophila melanogaster com discos imaginais. Boca (mh), 
discos imaginais dos olhos (ed); discos imaginais das asas (wd); discos imaginais  
das pernas (ld); discos imaginais das antenas (ad); cérebro (b); gônadas (gd); 
nervo (Bn) e talo ótico (os). 
Fonte: JEIBMANN e PAULUS (2009).  
 
 
 Segundo Nepomuceno (2015), a mais de cinquenta anos, os insetos, 
em especial a D. melanogaster, vem sendo utilizados em pesquisas científicas 
que visam monitorar danos causados ao DNA por agentes químicos. Jeibmann e 
Paulus (2009) consideram a D. melanogaster como um organismo experimental 
que oferece inúmeras vantagens na investigação de mecanismos moleculares e 
celulares adjancentes a doenças humana.  Dentre estas vantagens ressalta-se: (i) 
possui curto ciclo reprodutivo, em torno de 10 a 12 dias; (ii) a cada cruzamento 
ocorre a formação de grande número de descendentes; (iii) utilização em várias 
técnicas genéticas; (iv) ampla variedade de indivíduos mutantes. Os fenótipos 
mutantes podem ser detectados por meio de microscópio estereoscópico, através 
da análise de recursos externos encontrados no exoesqueleto, como cerdas, 
vasos nas asas e olhos compostos (JOHNSTON, 2002).  
Mesmo havendo divergências anatômicas entre o homem e a mosca 
da fruta, já se sabe que muitas vias moleculares, envolvendo processos de 
desenvolvimento destes dois indivíduos, são altamente conservadas (RUBIN e 
LEWIS, 2000). Mesmo com semelhanças moleculares, algumas diferenças são 
observadas, como as taxas de mutações em microssatélites, que são superiores 
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controla a morfogênese e a proliferação celular. Segundo Xu et al. (1995), 
mutantes homozigotos para o gene wts apresentam defeitos no desenvolvimento 
embrionário, podendo chegar à letalidade. 
Em seres humanos, o gene lats1, homólogo do gene wts, atua na 
regulação negativa do ciclo celular. Durante a mitose, a proteína Lats1 associa-se 
ao componente de adesão focal no aparelho mitótico (zyxin). Por microinjeção da 
proteína Lats1 (136 a 700 aminoácidos) ocorre interferência na localização de 
zyxin no aparelho mitótico, alongando a mitose (HIROTA et al., 2000). A 
supressão de tumores gerada pelo gene lats1 ocorre por meio da inibição do 
crescimento celular, bloqueando a mitose na última fase da intérfase (G2/M) e 
induzindo a apoptose.  
Estudos relatam a existência do gene wats1 em seres humanos, como 
sendo idêntico ao gene lats1 (XIA et al., 2002), localizado na posição 6q24-25 
(NISHIYAMA et al., 1999) e codificante da quinase serina/treonina.  
Considerando as semelhanças, a D. melanogaster tem sido utilizada 
como objeto de estudo para avaliação de compostos com possível efeito 
carcinogênico (ORSOLIN et al., 2012; FREITAS et al., 2014; CARDOSO e 
NEPOMUCENO, 2015).  
Para realização do teste para detecção de clones de tumores epiteliais 
(warts) são utilizadas duas linhagens mutantes de D. melanogaster (wts e mwh) 
portadoras dos marcadores genéticos warts (wts, 3-100) e multiple wing hairs, 
(mwh, 3-03), respectivamente (NEPOMUCENO, 2015). 
Com a realização do cruzamento entre as duas linhagens wts/TM3,Sb1 
com mwh/mwh obtem-se descendentes heterozigóticos (wts/+). A perda da 
heterozigose ocasiona a formação de clones de células epiteliais nos discos 
imaginais das larvas, que se manifestam nos adultos sob a forma de verrugas ou 
tumores (SIDOROV et al., 2001). A perda da heterozigose em larvas de D. 
melanogaster pode ocorrer de maneira espontânea ou induzida por agentes 
químicos, como é o caso do Cloridrato de Doxorrubicina que, além de apresentar 
propriedades quimioterápicas, atua como um potente agente recombinogênico 
(ORSOLIN et al., 2016). 
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1.4  DOXORRUBICINA 
 
 A quimioterapia moderna vem fazendo uso de uma gama de agentes 
citostáticos (KAISEROVA et al., 2006). Dentre estes agentes, as antraciclinas, 
que tiveram sua utilização inicada na década de 1970 em terapias contra tumores 
de mama, sarcoma e linfoma, dentre outros (EWER e EWER, 2015). O cloridrato 
de doxorrubicina (DXR) (C27H29O11HCl), representado na Figura 1.17, é um 
antibiótico de antraciclina isolado de bactérias Streptomyces peucetius var. 
caesius com potencial antineoplásico e peso molecular de 580,0 (BITTENCOURT 
e BRUNSTEIN, 2004). 
 
 
Figura 1.17. Fórmula estrutural da Doxorrubicina. 
Fonte: 
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/doxorubicinhydrochloride. Acesso: 
03/06/2016. 
 
  
O DXR apresenta efeitos antiproliferativos que são realizados por 
diferentes mecanismos, destacando-se a interação com complexo DNA-
topoisomerase II (GERWIRTZ, 1999), impedindo a re-ligação das fitas de DNA 
seccionadas anteriormente por esta mesma enzima e gerando uma lesão 
permanente no DNA (MINOTTI et al., 2004).  
 Embora tenha propriedades antiproliferativas, a DXR é responsável por 
desencadear uma toxicidade crônica nos tecidos e órgãos, dentre eles o 
miocárdio, fato relacionado a doses cumulativas (SINGAL e ILISKIVIC, 1998; 
AZAMBUJA et al., 2005). Esta toxicidade está vinculada à geração de radicais 
livres de semiquinona (CHU e SARTORELLI, 2005) e ROS (ZHOU et al., 2001) 
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que afetam a membrana, além de promover intercalação ao DNA e alquilação 
nesta mesma molécula (KAISEROVA et al., 2006) (Figura 1.18). A DXR é tóxica 
em situações de hipóxia, condição na qual ROS não podem ser formados 
(TANNOCK e GUTTMAN, 1981). 
 
 
 
Figura 1.18. Esquema simplificado da interação da Doxorrubicina (DXR) com 
tumores em células cardíacas. 
Fonte: Adaptação de KAISEROVA et al. (2006).  
  
 
A cardiotoxicidade é uma das lesões mais importantes geradas pela 
DXR (SIKIC, 2005), sendo que está associada a diversos eventos citotóxicos 
desencadeadas por este fármaco, dentre eles: danos aos DNA mitocondrial, 
ruptura da proteína sarcomérica titina, além da desregulação de fatores de 
transcrição cardíacos (LIM et al. 2004; WOUTERS et al., 2005). 
 A DXR, embora realize uma função muito relevante no mecanismo de 
progressão de tumores, exerce um citotoxicidade que pode estar relacionada ao 
aparecimento de novas lesões, neste caso em tecidos saudáveis. 
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RESUMO 
 
Os adoçantes podem ser nutritivos e não nutritivos, naturais ou sintéticos, sendo 
os últimos mais doces em relação ao açúcar de mesa. Estes compostos naturais 
possuem uso crescente por serem mais seguros, embora esta segurança não 
possa ser considerada total. Os adoçantes mais consumidos são os não 
calóricos, dentre eles o aspartame, a sucralose, a sacarina sódica e o glicosídeo 
de esteviol. Tais substâncias sempre foram alvo de estudos relacionados à 
genotoxicidade, porém, a obtenção de resultados inconclusivos incentivam a 
realização de novos ensaios, que contemplem os princípios da genética 
toxocológica. O presente trabalho foi desenvolvido com o propósito de avaliar o 
potencial carcinogênico de edulcorantes por meio do teste para detecção de 
clones de tumores epiteliais (warts) em Drosophila melanogaster. Foram 
utilizadas larvas descendentes do cruzamento de fêmeas virgens wts/TM3 com 
machos mwh/mwh, que foram cronicamente tratadas com um controle negativo 
(água osmose reversa), um controle positivo doxorrubicina (DXR) a 0,4mM e 
cinco concentrações diferentes de aspartame (0,85; 1,7; 3,4; 6,8 e 13,6 mM), 
sucralose (0,5; 1,25; 2,5; 5,0 e 10mM), sacarina sódica (25; 50; 100; 200 e 
400mM) e glicosídeo de esteviol (2,5; 5,0; 10; 20 e 40mM) separadamente. Os 
resultados mostraram que não houve diferença estatisticamente significativa 
(p>0.05) na frequência de tumores observada nos indivíduos tratados com 
aspartame, sucralose, sacarina sódica e glicosídeo de esteviol quando 
comparado ao controle negativo. Conclui-se, portanto, que nas presentes 
condições experimentais e para o organismo modelo Drosophila melanogaster, os 
quatro adoçantes testados não induziram a formação de tumores.  
 
 
 
 
 
 
Palavras-chave: Adoçantes. Ausência de carcinogenicidade. Mosca da fruta. 
Wts. 
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ABSTRACT 
 
The sweeteners may be nutritious and non-nutritious, natural or synthetic, the 
latter being sweeter compared to table sugar. These natural compounds have 
increased use to be safer, although this security can not be considered complete. 
The most consumed sweeteners are noncaloric, including aspartame, sucralose, 
sodium saccharin and steviol glycoside. Such substances have always been the 
target of studies related to genotoxicity, but getting inconclusive results encourage 
new tests that address the principles of genetic toxicology. This study was 
conducted in order to evaluate the carcinogenic potential of sweeteners by testing 
for the detection of epithelial tumor clones (warts) in Drosophila melanogaster. 
descendants larvae were used crossing virgin females wts / TM3 with male mwh / 
mwh, that have been chronically treated with a negative control (reverse osmosis 
water), one positive control doxorubicin (DXR) at 0.4 mM and five different 
concentrations of aspartame (0.85; 1.7; 3.4; 6.8 and 13.6 mM), sucralose (0,5; 
1,25; 2,5; 5,0 and 10 mM), sodium saccharin (25, 50; 100; 200 and 400mM) and 
steviol glycoside (2.5, 5.0, 10, 20 and 40mM) separately. The results showed no 
statistically significant difference (p> 0.05) in the frequency of tumors observed in 
subjects treated with aspartame, sucralose, saccharin and steviol glycoside when 
compared to the negative control. It follows therefore that in these experimental 
conditions and the model organism Drosophila melanogaster, the 
sweeteners four tested did not induce tumor formation. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Sweeteners. Absence of Carcinogenicity. Fruitfly. Wts. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
Os alimentos industrializados vêm, cada vez mais, ganhando a 
preferência da população. Pesquisas de aquisição de gêneros alimentícios 
mostram que, desde a década de 1990, houve uma crescente venda de alimentos 
processados e ultraprocessados em países de renda média como o Brasil 
(MONTEIRO et al., 2013). Louzada et al. (2015) relatam que 21,5% do consumo 
médio diário dos brasileiros, com dez ou mais anos de idade, decorre da ingestão 
de alimentos ultraprocessados. Fatos como este vêm ao encontro da atividade 
industrial que produz alimentos acentuada utilização de aditivos (LOK et al., 
2010). No mundo todo já foram aprovados mais de 3000 aditivos (YILMAZ e 
UÇAR, 2014); entre eles os edulcorantes.  
Os adoçantes podem ser nutritivos e não nutritivos, naturais ou 
sintéticos. Os adoçantes naturais possuem uso crescente por serem mais 
seguros, embora esta segurança não seja total (CHUNG e LEE, 2013). Dentre os 
adoçantes mais consumidos destacam-se o aspartame, a sucralose, a sacarina 
sódica e o glicosídeo de esteviol, os quais tiveram seus consumos aprovados no 
Brasil, de acordo com Lei 8918, de 14 de Julho de 1994 (BRASIL, 1994). 
O aspartame (aspartilfenilalanina-1-metiléster) é caracterizado como 
um adoçante sintético. Apresenta potencial de doçura de 180 a 200 vezes maior 
em relação à sacarose (YILMAZ e UÇAR, 2014). É encontrado em mais de 6000 
produtos como, refrigerantes, sobremesas, adoçantes de mesa, cereais, dentre 
outros (SCHERNHAMMER et al., 2012). 
A sucralose (4,1’,6’-triclorogalactosacarose) também é um edulcorante 
sintético.  A grande demanda desse adoçante pode ser atribuída ao seu potencial 
de doçura, cerca de 600 vezes maior em relação ao açúcar de mesa. A sucralose 
é considerada um adoçante muito popular, sendo encontrada em mais de 4000 
produtos como, bebidas, alimentos lácteos, produtos de panificações e 
farmacêuticos (MOLINARY e QUINLAN, 2006).  
A sacarina é o adoçante sintético não calórico mais consumido pela 
população mundial (BARAN e YILMAZ, 2006; LIMA et al., 2010). Apresenta 
potencial de doçura de 300 vezes maior em relação à sacarose (KROGER et al., 
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2006). Comercialmente pode ser usada na forma sódica (NaSac) ou na forma 
cálcica (LIMA et al., 2010).  
O glicosídeo de esteviol é um adoçante natural extraído de um arbusto 
perene da família Asteraceae denominado Stevia rebaudiana Bertoni, planta 
nativa do Paraguai e das regiões subtropicais do Brasil (CATHARINO e SANTOS, 
2012). Mesmo sendo considerado não calórico, este adoçante possui sacarose, 
apresentando potencial de doçura de 250 a 300 vezes maior em relação ao 
açúcar de mesa (AWNEY, 2011). 
Estas substâncias são muito consumidas pela população durante toda 
a vida, o que motiva o desenvolvimento de estudos que avaliem possíveis efeitos 
genotóxicos e/ou carcionogênicos a elas associados (CHUNG e LEE, 2013), 
contemplando os princípios da genética toxocológica. Nesse contexto, vários 
testes têm sido empregados, dentre eles o teste de detecção de clones de 
tumores epiteliais (warts) em Drosophila melanogaster (NEPOMUCENO, 2015). O 
gene wts encontrado na mosca, é caracterizado como supressor de tumor, 
homólogo ao LATS1 nos seres humanos (JUSTICE et al.,1995). As mutações 
ocorridas no gene wts geram tumores semelhantes a verrugas, fenotipicamente 
visíveis nos apêndices da mosca (XU et al., 1995).  
Os adoçantes estão presentes em vários alimentos industrializados, o 
que facilita consumo contínuo e elevado por longos períodos da vida, além de 
terem sua aquisição bastante facilitada.  
O presente trabalho foi desenvolvido com o propósito de avaliar o 
potencial carcinogênico dos adoçantes aspartame, sucralose, sacarina sódica e 
glicosídeo de esteviol, por meio do teste de detecção de clones de tumores 
epiteliais (warts) em D. melanogaster. 
 
 
2 MATERIAlS E MÉTODOS 
 
2.1 AGENTES QUÍMICOS 
 
2.1.1 Aspartame 
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O adoçante sintético aspartame (AS) apresenta fórmula molecular 
C14H18N2O5 (CAS 22839-47-0). É descrito como um pó branco cristalino com peso 
molecular de 294,3g/mol; adquirido da distribuidora Chemistry Produtos Naturais 
& Farmacêuticos, tendo sua origem na China, pertencente ao lote ALL 054885, 
com 98,79% de pureza. 
Foram utilizadas cinco concentrações de aspartame (0,85; 1,7; 3,4; 6,8 
e 13,6mM) diluídas em água osmose reversa. A estrutura química deste 
edulcorante está representada na Figura 2.1. 
 
 
 
Figura 2.1. Fórmula estrutural do aspartilfenilalanina-1-metiléster. 
Fonte: ALSUHAIBANI (2010). 
 
 
2.1.2 Sucralose 
 
O adoçante sintético sucralose apresenta fórmula molecular  
C12H19Cl3O8 (CAS 56038-13-2) e é descrito como pó cristalino quase branco, com 
peso molecular de 397,6g/mol. Foi adquirido da distribuidora Pharmanostra, 
sendo original na China/Hong Kong. O produto utilizado pertence ao lote 
13010004C, com 99,07% de pureza.  
Foram utilizadas cinco concentrações de sucralose (0,5; 1,25; 2,5; 5,0 
e 10mM) diluídas em água de osmose reversa. A estrutura química da sucralose 
está representada na Figura 2.2. 
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Figura 2.2. Fórmula estrutural do 4,1,60-triclorogalactosacarose. 
Fonte: TOLLEFSEN et al. (2012). 
 
2.1.3 Sacarina Sódica 
 
O adoçante sintético Sacarina Sódica apresenta fórmula molecular 
C7H4O3 (CAS 128-44-9) e é descrito como pó cristalino branco, inodoro, com peso 
molecular de 242,21g/mol. Comercializado pela distribuidora EML Ely Martins, o 
produto utilizado no experimento pertence ao lote 121216, com 99,61% de 
pureza. 
Foram utilizadas cinco concentrações Sacarina Sódica (25; 50; 100; 
200 e 400mM) diluídas em água osmose reversa. A estrutura química do referido 
adoçante está representada na Figura 2.3. 
 
 
 
Figura 2.3. Fórmula estrutural da Sacarina Sódica. 
Fonte: WHYSNER e WILLIAMS (1996) 
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2.1.4 Glicosídeo de Esteviol 
 
O adoçante natural glicosídeo de esteviol é composto, 
predominantemente, por esteviosídeo (no mínimo 95%), com fórmula molecular 
C38H60O18 (CAS 57817-89-7) e peso molecular de 804,88; além de rebaudiosídeo 
A, com fórmula molecular C44H70O23 (CAS 58543-16-1) e peso molecular de 
967,01g/mol. A estrutura química destes dois compostos está representada na 
Figura 2.4. 
É descrito como um pó branco cristalino e inodoro e está presente no 
mercado sob vários nomes comerciais como Finn®, sendo este produzido por 
Cosmed Indústria de Cosméticos e Medicamentos S/A. O produto utilizado 
pertence ao lote H13M0114. Foram utilizadas cinco concentrações de glicosídeo 
de esteviol (2,5; 5,0; 10; 20 e 40mM) diluídas em água osmose reversa. 
  
           
Figura 2.4. Fórmula estrutural do Esteviosídeo (à direita) e Rebaudiosídeo A (à 
esquerda). 
Fonte: BARBET-MASSIN et al. (2015). 
 
 
2.1.5 Doxorrubicina 
 
O cloridrato de doxorrubicina (DXR), com fórmula molecular 
C27H29O11HCl (CAS 25316-40-9), é um fármaco presente no mercado com vários 
nomes comerciais dentre eles, Adriblastina® RD, fabricado e envazado por Activis 
Italy S.p – Nerviano, Milão/Itália. Registrado, importado e distribuído por Pfizer 
Laboratório Ltda. É apresentado sob forma de ampolas de 50mg. A DXR 
apresenta-se sob a forma de um pó liofilizado de coloração avermelhada, 
conservado em local protegido da luz a temperatura de 15 a 30°C. Foi utilizada 
nos experimentos como controle positivo. 
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Em todos os experimentos utilizou-se 25mL de água de osmose 
reversa como solvente para diluir 0,03538g de DXR, resultando em uma 
concentração de 0,4mM. A estrutura química deste composto está representada 
na Figura 2.5.  
 
 
Figura 2.5. Fórmula estrutural do Cloridrato de Doxorrubicina 
Fonte: 
<http://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/doxorubicinhydrochloride>. 
Acesso: 03/06/2016. 
 
 
2.2 TESTE PARA DETECÇÃO DE CLONES DE TUMORES EPITELIAIS EM 
Drosophila melanogaster 
 
2.2.1 Linhagens, estoque, cruzamento e tratamento 
 
Na realização do teste para detecção de clones de tumores epiteliais 
(warts) utilizaram-se duas linhagens mutantes de Drosophila melanogaster (wts e 
mwh) portadoras dos marcadores genéticos warts (wts, 3-100) e multiple wing 
hairs, (mwh, 3-03), respectivamente. A linhagem wts foi gentilmente 
disponibilizada por Bloomington Drosophila Stock Center, da Universidade de 
Indiana nos Estados Unidos (USA), registrado sob o número: Bloomington/7052. 
Já a linhagem mwh/mwh foi prontamente cedida pelo Dr. Ulrich Graf (Physiology 
and Animal Husbandry, Institute of Animal Science, ETH Zurich, Schwerzenbach, 
Switzerland). 
Os estoques das moscas são cultivados no Laboratório de Citogenética 
e Mutagênese do Centro Universitário de Patos de Minas – UNIPAM, sendo 
mantidos em frascos de ¼ de litro contendo meio de cultura para D. 
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melanogaster. Esse meio é composto por 820 mL de água; 25g de fermento 
(Sacchoromyces cerevisae); 11 g de ágar; 156 g de banana e 1g de nipagin. As 
linhagens são conservadas dentro de uma incubadora B.O.D. 411 D, a  
temperatura de 25oC e 60% de umidade. 
Machos mwh/mwh foram cruzados com fêmeas virgens wts/TM3,Sb1 e 
postos por um período de 8 horas em frascos contendo meio de cultura para 
ovoposição. Este meio é constituído por uma base sólida de ágar (3% de ágar em 
água) e uma camada de fermento biológico fresco suplementado com sacarose.  
Foram utilizadas as larvas de 3º estágio (72 + 4 horas) do primeiro 
cruzamento (mwh/mwh x wts/TM3,Sb1), que foram transferidas para frascos 
contendo 1,5g de purê de batata instantâneo da marca Yoki (meio alternativo para  
D. melanogaster). Estas larvas foram tratadas, separadamente, com 5mL das 
cinco concentrações de cada um dos adoçantes em análise: aspartame, 
sucralose, sacarina sódica e glicosídeo de esteviol, separadamente. Utilizou-se 
um controle negativo (água osmose reversa) e um controle positivo 
(Doxorrubicina 0,4 mM).  
O experimento foi realizado em duplicata, sendo que em uma das 
séries de repetições executou-se o teste de toxicidade. Para tanto, foram 
adicionadas a cada frasco, 100 larvas juntamente com as soluções experimentais, 
de modo separado. Após o período de empupação, observou-se o percentual de 
adultos sobreviventes, atestando a toxicidade dos compostos analisados em cada 
concentração testada. 
As larvas ficaram expostas aos agentes químicos testados por um 
período crônico de 48 horas, até ocorrer a empupação. Após o processo de 
metamorfose, as moscas foram coletadas e conservadas em frascos devidamente 
identificados, contendo etanol (C2H6O) 70%. 
  
2.2.2 Análise das moscas 
        
Somente as moscas adultas de pelos longos e finos foram analisadas, 
ou seja, somente aquelas portadoras do gene wts com o balanceador 
cromossômico (TM3,Sb1) ausente. As moscas adultas que apresentam pelos 
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curtos e grossos foram descartadas, uma vez que não possuem o gene em 
estudo (wts). 
Para análise os indivíduos foram transferidos para uma placa escavada 
contendo glicerina (Glicerol, C3H8O3) e analisadas sob lupa estereoscópica para 
visualização e contagem de tumores, com auxílio de um pincel macio para 
manusear as moscas.  
 
2.2.3 Análise estatística 
 
As diferenças estatísticas entre as frequências de tumores das 
concentrações testadas e os controles (positivo e negativo), foram calculadas 
utilizando o teste U, não paramétrico, de Mann-Whitney, empregando o nível de 
significância α=0,05. 
 
3. RESULTADOS  
 
O experimento realizado requer um número considerável de moscas 
para confiabilidade da análise estatística dos resultados. Inicialmente, avaliamos a 
toxicidade, em D. melanogaster, das cinco concentrações dos quatro compostos 
testados, justificando a realização do tratamento em duplicata. A toxicidade foi 
avaliada considerando-se os números de larvas que foram expostas ao composto 
(100 larvas por frasco) por 48 horas, e o número de moscas que atingiram a fase 
adulta após exposição. Havendo um número elevado de sobreviventes (acima de 
75%), entende-se que a concentração não afetou o desenvolvimento larval, 
podendo então ser utilizada para realização do teste para detecção de clones de 
tumores epiteliais (warts) (DEMIR et al., 2013). 
As concentrações de aspartame utilizadas na avaliação da toxicidade 
foram estabelecidas baseadas no trabalho desenvolvido por Jagadeesh (2011), 
no qual foi utilizado a D. melanogaster como organismo-teste. A Figura 2.6 
mostra, em nossa avaliação, elevada taxa de moscas que atingiram a fase adulta; 
acima de 80% para os controles (água e DXR) e para as cinco concentrações de 
aspartame. Foram estes dados de sobrevivência que atestaram segurança na 
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utilização das cinco concentrações (0,85; 1,7; 3,4; 6,8 e 13,6mM) de aspartame 
no teste de detecção de clones de tumores epiteliais em D. melanogaster. 
 
 
Figura 2.6. Porcentagem de sobrevivência das moscas após a metamorfose de 
larvas de 72h, tratadas isoladamente com DXR (0,4mM) e diferentes 
concentrações de aspartame. 
 
A Tabela 1 mostra a frequência de tumores encontrados nos diferentes 
segmentos do corpo da D. melanogaster tratadas com cinco concentrações em 
mM de aspartame isoladamente, e respectivos controles negativo e positivo. Os 
resultados indicam que não houve diferença significativa (p>0.05) entre as 
frequências de tumores encontradas nas cinco concentrações de aspartame e o 
controle negativo, sugerindo que o aspartame não apresenta potencial 
carcinogênico. 
As moscas tratadas isoladamente com o agente mutagênico e 
carcinogênico DXR a 0,4mM (controle positivo) apresentaram resultados 
estatisticamente significativos (p<0,05) quanto à expressão de tumores em D. 
melanogaster, se comparado ao controle negativo, o que valida o teste, assim 
como seus resultados. Este comportamento da DXR foi verificado também nos 
tratamentos envolvendo os adoçantes sucralose, sacarina sódica e glicosídeo de 
esteviol, cujas análises estão descritas adiante neste trabalho. 
A sucralose, outro edulcorante testado, teve as concentrações 
utilizadas na avaliação da toxicidade estabelecidas com base no trabalho 
desenvolvido por Bootman e Lodge (1981), no qual foi utilizado a D. melanogaster 
como organismo-teste. De acordo com a curva (Figura 2.7), observa-se uma 
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elevada taxa de sobrevivência, superior a 85% para os controles e para as cinco 
concentrações do adoçante sucralose. Foram estes dados de sobrevivência que 
atestaram para a segurança na utilização destas cinco concentrações (0,5; 1,25; 
2,5; 5,0 e 10,0mM) de sucralose no teste de detecção de clones de tumores 
epiteliais em D. melanogaster. 
 
 
Figura 2.7. Porcentagem de sobrevivência das moscas após a metamorfose de 
larvas de 72 h, tratadas isoladamente com DXR (0,4mM) e diferentes 
concentrações de sucralose. 
 
A Tabela 2 mostra a frequência de tumores encontrados nos diferentes 
segmentos do corpo da D. melanogaster tratadas com cinco concentrações em 
mM de sucralose isoladamente, com o controle negativo e o controle positivo. Os 
resultados mostram que não houve diferença significativa (p>0.05) entre as 
frequências de tumores encontradas nas cinco concentrações de sucralose em 
relação ao controle negativo, sugerindo que a sucralose não apresenta potencial 
na indução de tumores.  
No que se refere à sacarina sódica, as concentrações avaliadas no 
teste de toxicidade foram estabelecidas baseadas no trabalho desenvolvido por 
Tripathy et al. (1994), no qual foi utilizado a D. melanogaster como organismo 
teste. A Figura 2.8, mostra taxa de sobrevivência superior a 75% para os dois 
controles e para as cinco concentrações testadas do adoçante. Foram estes 
dados que atestaram para a segurança na utilização destas cinco concentrações 
(25; 50; 100; 200 e 400mM) de sacarina sódica no teste de detecção de clones de 
tumores epiteliais em D. melanogaster. 
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Figura 2.8. Porcentagem de sobrevivência das moscas após a metamorfose de 
larvas de 72h, tratadas isoladamente com DXR (0,4mM) e diferentes 
concentrações de sacarina sódica. 
 
A Tabela 3 mostra a frequência de tumores encontrados nos diferentes 
segmentos do corpo da D. melanogaster tratadas com cinco concentrações em 
mM de sacarina sódica isoladamente, com o controle negativo e o controle 
positivo. Os resultados apontam que não houve diferença significativa (p>0.05) 
entre as frequências de tumores encontradas nas cinco concentrações de 
sacarina sódica em relação ao controle negativo, sugerindo que a sacarina sódica 
não apresenta potencial carcinogênico em D. melanogaster.  
As concentrações do edulcorante glicosídeo de esteviol avaliadas no 
teste de toxicidade foram estabelecidas baseadas no trabalho desenvolvido por 
Abdel-Tawab et al. (2012), no qual foi utilizado a D. melanogaster como 
organismo-teste. A Figura 2.9 mostra elevada taxa de sobrevivência, superior a 
75% para o controle água e para as cinco concentrações do adoçante. Estes 
dados atestaram a segurança na utilização destas cinco concentrações (2,5; 5,0; 
10,0; 20,0 e 40,0mM) do glicosídeo de esteviol no teste de detecção de clones de 
tumores epiteliais em D. melanogaster. 
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Figura 2.9. Porcentagem de sobrevivência das moscas após a metamorfose de 
larvas de 72h, tratadas isoladamente com DXR (0,4Mm) e diferentes 
concentrações de glicosídeo de esteviol. 
 
 
A Tabela 4 mostra a frequência de tumores encontrados nos diferentes 
segmentos do corpo da D. melanogaster tratadas com cinco concentrações em 
mM de glicosídeo de esteviol isoladamente, com o controle negativo e o controle 
positivo. Os resultados mostram que não houve diferença significativa (p>0.05) 
entre as frequências de tumores encontradas nas cinco concentrações de 
glicosídeo de esteviol em relação ao controle negativo, sugerindo que o glicosídeo 
de esteviol não apresenta potencial carcinogênico.  
 
4. DISCUSSÃO 
 
Os edulcorantes mencionados foram escolhidos como objeto de estudo 
deste trabalho devido a observação do seu  crescente consumo pela população, 
uma vez que encontram-se presentes em vários alimentos industrializados e 
oferecem um conteúdo de baixas calorias. Os edulcorantes sempre foram alvo de 
ensaios que testassem a sua segurança alimentar, como aqueles que avaliam o 
seu potencial genotóxico e carcinogênico. Porém, vários resultados se 
apresentaram de maneira contraditória, o que sugeriu a necessidade de  
realização de  ensaios adicionais para avaliar possível efeito carcinogênico 
desses edulcorantes. 
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        A DXR, utilizada como controle positivo neste experimento, apresenta 
diferentes mecanismos de mutagenicidade, como a biotransformação redutiva do 
anel quinona originando um radical semiquinona que possui efeito tóxico direto ou 
participa de reações de oxidorredução. É observado, também, a formação de 
radicais livres de oxigênio, conferindo uma citotoxicidade secundária (GEWIRTZ, 
1999). A DXR, portanto, possui diversos efeitos citotóxicos. Porém, sua principal 
ação associa-se a um efeito sobre a topoisomerase II, uma DNA girase de 
atividade intensa em células em proliferação (KAISEROVÁ et al., 2006).  
       Apesar dos resultados deste estudo não apontarem para um efeito 
carcinogênico do aspartame, muitas pesquisas já realizadas sugerem que  esse  
adoçante possui potencial genotóxico. Trabalhos com estes resultados positivos 
para a genotoxicidade são relevância, uma vez que a genotoxicidade, em muitos 
casos, está relacionada com a carcinogenicidade. Rencüzogullari et al. (2004) 
investigaram o potencial genotóxico do aspartame utilizando o teste de aberração 
cromossômica (CA) em culturas de linfócitos humanos, no qual foi verificado que 
o adoçante induziu aumento significativo de aberrações cromossômicas quando 
comparado com o grupo controle.  
Kamath et al. (2010) investigaram a genotoxicidade do aspartame por 
meio da formação de micronúcleos em células animais e os resultados mostraram 
um aumento significativo de micronúcleos policromáticos em eritrócitos de 
camundongos albinos suíços em todas as concentrações de aspartame testadas 
(250mg/kg; 455mg/kg; 500mg/kg e 1000mg/kg). Os autores sugeriram que esse 
adoçante pode ser considerado um agente clastogênico. 
Demir et al. (2014) verificaram a genotoxicidade do aspartame in vivo 
por meio do Teste de Avaliação da Mutação e Recombinação Somáticas 
(SMART), utilizando a D. melanogaster como organismo teste. Os autores 
também constataram genotoxicidade in vitro por meio da realização do teste 
cometa, analisando hemócitos de larvas de terceiro estágio (72 horas). Os 
resultados nos dois procedimentos sugeriram que o aspartame é um agente 
genotóxico fraco para as concentrações de 5, 10, 25, 50 e 75mM. 
No que se refere ao efeito sobre indução de câncer diretamente, 
Marinovich et al. (2013) relataram que o aspartame não possui associação 
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consistente com neoplasias hematopoiéticas e nem com câncer em cérebro, 
mama, próstata  e órgãos digestórios.  
O presente estudo mostra que o adoçante aspartame, embora seja 
considerado por muitos autores como agente genotóxico, não pode ser 
considerado um agente carcinogênico. Horio et al. (2014) esclarecem que o 
possível estresse oxidativo, gerado pela utilização do aspartame, é desencadeado 
pela debilitação do mecanismo de defesa antioxidante exercido pela glutationa 
redutase, o que leva a célula a estimular a via intrínseca da apoptose. O 
aspartame efetua ação indutora à via intrínseca da apoptose em experimentos in 
vitro com células PC12, fato verificado pelo aumento da expressão de Caspases 8 
e 9 e citocromo c gerada pelo estresse oxidativo. Diante dessa perspectiva, 
sugere-se, para estudos futuros, uma investigação da expressão das Caspase 8 e 
9 e citocromo c, com técnicas in vivo em diferentes organismos experimentais. 
Deve-se considerar, também, que existem vários genes envolvidos 
com a gênese e progressão do câncer e o fato de os resultados da presente 
pesquisa apontarem para ausência de efeito carcinogênico do aspartame em 
relação ao gene wts (supressor de tumor), isso não significa que esse efeito 
possa ser generalizado para os demais genes envolvidos no processo 
A sucralose vem sendo objeto de investigação há muitos anos e vários 
estudos comprovam a sua segurança alimentar diante de resultados que apontam 
para ausência de genotoxicidade. Entretanto, as vias metabólicas devem ser 
consideradas nestes estudos, afim se evitar resultados contraditórios como 
aqueles encontrados nos trabalhos de Sasaki et al. (2002), para o qual, alguns 
autores consideram os resultados como sendo falso positivos. 
A sucralose é obtida a partir da substituição de três átomos de cloro por 
três grupos hidroxila na molécula de sacarose, o que confere uma notável 
estabilidade na ligação glicosídica, no que diz respeito a ácido/base e hidrólise 
enzimática. Este fato, juntamente com estudos de farmacocinética, comprovam a 
baixa absorção deste adoçante no ser humano, cerca de 15% ocorrendo no trato 
superior gastrointestinal e sua grande eliminação através das fezes de forma 
inalterada (GRICE e GOLDSMITH, 2000). O meio ácido é apropriado para 
hidrólise deste composto, havendo a liberação de 4-cloro-4-desoxi-D-galactose 
(4-CG), que é excretado inalterado pela urina, e 1,6-dicloro-1,6-didesoxi-D-frutose 
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(1,6-DCF) que segue duas vias metabólicas: (i) redução em 1,6 dicloromanitol, 
com rápida excreção inalterada pela urina e (ii) conjugação com glutationa 
(GRICE e GOLDSMITH, 2000).  
Jeffrey e Williams (2000) realizaram o ensaio de reparo de DNA em 
cultura de hepatócitos de ratos. Nas duas concentrações de sucralose utilizadas 
(2x10-1M e 1x10-2M) foi verificado ausência de genotoxicidade, fato que pode ser 
explicado pela falta de reatividade da sucralose com a molécula de DNA. 
Sasaki et al. (2002) realizaram o ensaio cometa em camundongos com 
concentração máxima de 2000mg/kg e mostraram que a sucralose induziu quebra 
na cadeia de DNA, sugerindo atividade genotóxica do adoçante. Brusick et al. 
(2010) alertam para a elevada taxa de falso positivos encontrada nos resultados 
de Sasaki et al. (2002), o que leva a refletir que os resultados indicados para 
genotoxicidade no teste cometa não estejam, necessariamente, relacionados à 
carcinogenicidade. 
Brusick et al. (2010) avaliaram a genotoxicidade in vitro por meio do 
Teste Ames de Mutação Reversa em Salmonella typhimurium e do Teste de 
Danos no DNA de Escherichia coli. Nos dois casos verificou-se que a sucralose 
não foi mutagênica e não danifica o DNA em microorganismos. Estes mesmos 
autores realizaram testes in vivo, com o teste que avalia danos cromossômicos 
em medula óssea de ratos, utilizando concentração máxima de 2000mg/kg e  
verificaram que a sucralose não apresenta comportamento tóxico e clastogênico. 
Ensaios de micronúcleo com ratos, também foram realizados por estes autores, 
com concentrações de 2000 a 10.000mg/kg e verificaram que a sucralose não 
apresentava comportamento clastogênico. 
Demir et al. (2014) investigaram a genotoxicidade in vivo desse 
composto por meio do Teste de Avaliação da Mutação e Recombinação 
Somáticas (SMART), utilizando a D. melanogaster como organismo modelo. Os 
autores avaliaram também a genotoxicidade in vitro, por meio do teste cometa, 
analisando hemócitos de larvas de terceiro estágio. Os resultados nos dois 
procedimentos sugeriram que a sucralose é um agente não genotóxico para as 
concentrações de 5, 10, 25, 50 e 75mM. 
O fato de a sucralose apresentar reduzida taxa de absorção 
gastrointestinal e acentuada eliminação por fezes, permite associar este fato à 
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ausência de danos ao DNA, tendo esta ocorrência sido confirmada por autores 
que mostraram a ausência de reatividade da sucralose com esta molécula. 
Estudos mostraram que a sucralose é metabolizada no trato gastrointestinal e que 
seus produtos são muito solúveis em água, evitando sua permanência neste trato, 
por elevado tempo. Os produtos gerados pela hidrólise da sucralose em meio 
ácido (4-CG e 1,6-DCF) e que são absorvidos, não conferem risco às células, 
uma vez que são eliminados pela urina ou se conjugarão com a molécula de 
glutationa (GRICE e GOLDSMITH, 2000). 
Este nosso trabalho sugere que a ausência de potencial carcinogênico 
do adoçante sucralose, se deve ao fato de não possuir características 
genotóxicas, o que torna-se pouco provável sua interferência no ciclo celular a 
ponto de gerar alterações no índice mitótico e gerar tumor. Para estudos futuros 
seria interessante a investigação dos efeitos da molécula 1,6-DCF perante o 
conteúdo celular da glutationa, tendo em vista que esta molécula faz parte do 
sistema de defesa antioxidante e que a literatura indica conjugação entre essas 
duas moléculas.  
Desde que foi desenvolvida, a sacarina sódica vem sendo alvo de 
diversas pesquisas sobre seus possíveis danos à saúde, perfazendo uma história 
com bastante controvérsia, o que motivou o Programa Internacional de Segurança 
Química a determinar a necessidade de constantes testes que avaliem a 
genotoxicidade in vivo e in vitro com o propósito de medir os parâmetros 
genéticos e interpretar os resultados correlacionando-os cuidadosamente ao 
homem (BANDYOPADHYAY et al., 2008).  
Na década de 1970 houve o desenvolvimento do teste de 
carcinogenicidade utilizando ratos de duas gerações. Foi utilizada uma dieta com 
doses elevadas de sacarina sódica por longos períodos, resultando no 
desenvolvimento de tumores na bexiga nestes animais. Desde então, vem sendo  
questionada a segurança da sacarina sódica (CHAPPEL, 1992).  
Fowler et al. (2012) realizaram teste de micronúcleo em diferentes 
linhagens in vitro. Na linhagem CHL, que consiste em uma sub-linhagem de 
fibroblastos derivados de pulmão de roedores, a concentração máxima de 
sacarina sódica utilizada (10mM) não induziu formação de micronúcleo, além de 
não exercer toxicidade; esta linhagem não apresentava níveis consideráveis de 
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p53. Além da linhagem CHL, também foi utilizada a linhagem TK6, constituída por 
células linfoblastóides humanas, a qual apresentou resultados semelhantes 
àqueles encontrados na linhagem CHL, porém a linhagem TK6 apresentava 
níveis consideráveis de p53.  
Alguns ensaios in vivo também foram desenvolvidos. Bandyopadhyay 
et al. (2008) desenvolveram um ensaio cometa com células da medula de 
camundongos machos, com as concentrações de 50, 100 e 200 mg/kg e 
observaram indução de danos ao DNA, porém o efeito mutagênico foi 
considerado fraco.  
Demir et al. (2014) realizaram  testes in vivo com D. melanogaster por 
meio do SMART e do ensaio cometa avaliando a genotoxicidade da sacarina 
sódica nas seguintes concentrações: 5, 10, 25, 50 e 75mM. Em ambos os testes 
os resultados mostraram ausência de genotoxicidade em linhagens do organismo 
teste com níveis basais de CYP450. Tripathy et al (1994) realizaram o SMART, 
utilizando as concentrações de sacarina sódica de 50, 100 e 300mM, porém a 
linhagem do organismo teste apresentava níveis mais elevados de CYP450 e os 
resultados indicaram ausência de genotoxicidade. 
Além de não estar relacionada ao desenvolvimento de tumores, 
estudos recentes têm mostrado que a sacarina sódica pode atuar na terapia 
anticâncer, freando o desenvolvimento e progresso dessa doença (D’ASCENZIO 
et al., 2014). Mahon et al. (2015) mostraram que, através da inibição da 
metaloenzima anidrase carboxilases IX (CA IX), ocorre redução no crescimento e 
na proliferação de tumores, além de melhorar os efeitos da quimioterapia e 
radioterapia. A CA IX é uma enzima transmembranar altamente expressa em 
tecidos tumorais, apresentando domínio catalítico extracelular, modulando o pH 
diferencial deste microambiente e garantindo a sobrevivência destas células 
(MAHON e MCKENNA, 2013). Os autores identificaram que a sacarina sódica 
liga-se ao grupo zinco presente no sítio calalítico da CA IX, inibindo naturalmente 
esta enzima.   
O presente estudo sugere que a sacarina sódica não exerce influência 
carcinogênica sobre células somáticas de D. melanogaster. A ausência da 
carcinogenicidade pode ser atribuída à ação inibitória deste adoçante nos 
mecanismos presentes nesta mosca, que atuariam na garantia de sobrevivência 
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de clones de células epiteliais, como aqueles mecanismos exercidos pela CA IX. 
Além de não apresentar potencial carcinogênico, a literatura sugere um possível 
efeito anticarcinogênico, sendo interessante avaliar esse efeito em pesquisas 
futuras.  
O glicosídeo de esteviol há muito vem sendo investigado, tendo em 
vista o seu metabolismo e a toxocologia na qual seus metabólitos estão 
envolvidos. Ele é quimicamente definido como uma mistura com, no mínimo de 
95% de esteviosídeo e/ou rebaudiosídeo A, com quantidades menores de 
rebausídeos B, C, D, E e F, esteviolside, rubusoside e dulcoside A (ROBERTS e 
RENWICH, 2008). A absorção do glicosídeo de esteviol é bastante reduzida, 
desde sua ingestão e ao ser hidrolisado pela microflora do cólon ocorre a 
liberação de esteviol (KOYAMA et al, 2003). Existem alguns relatos de ocorrência 
de genotoxicidade envolvendo o esteviol e seus derivados oxidativos, em estudos 
in vitro e in vivo. 
Nunes et al. (2007) realizaram um ensaio in vivo crônico utilizando o 
teste cometa em células provenientes do fígado, cérebro e baço de ratos. O 
esteviosídeo indicou comportamento não genotóxico; porém, o esteviol induziu 
danos ao DNA, sendo considerado genotóxico.  
Tendo em vista a semelhante farmacocinética do esteviosídeo e do 
rebaudiosídeo A, Williams e Burdock (2009) avaliaram especificamente o 
rebudiosídeo A, utilizando os mesmos testes empregados em trabalhos 
anteriores,  nos quais avaliaram apenas o esteviosídeo. Os resultados 
encontrados com o rebaudiosídeo A e com o esteviosídeo foram semelhantes no 
teste Ames, onde foi constatada a ocorrência de aberração cromossômica em 
células de mamíferos e micronúcleo em ratos.  
O trabalho de Abdel-Tawab et al. (2000), no qual  foi avaliado o 
potencial mutagênico do glicosídeo de esteviol em D. melanogaster, mostrou que 
este composto não apresenta propriedades mutagênicas. Associado a esta 
informação Abdel-Tawab et al. (2012) avaliaram este mesmo adoçante neste 
mesmo organismo modelo; porém, observando o seu potencial carcinogênico nas 
concentrações de 4, 12 e 20mg/mL e foi verificado ausência de carcinogenicidade 
exercida pelo adoçante.  
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López et al. (2016) mencionam que o extrato etanólico de Stevia 
rebaudiana, contendo glicosídeo de esteviol, exerce atividade antiproliferativa e 
antioxidante, eliminando radicais livres em linhagens de células HeLa, HCT116 e 
MiaPaCa-2.  
Os resultados do presente experimento sugerem que o glicosídeo de 
esteviol não apresenta efeito carcinogênico em D. melanogaster.  A propriedade 
antioxidante deste composto pode justificar a ausência de mutagenicidade. Com 
esta propriedade aliada a ação antiproliferativa do glicosídeo de esteviol, torna-se 
pouco provável a geração significativa de tumores. Para estudos futuros, seria 
relevante investigar estas propriedades antiproliferativa e antioxidante em 
experimentos in vivo, com diferentes organismos modelos. 
         O presente estudo sugere que, nas condições experimentais em que 
trabalhamos, nas concentrações testadas e utilizando o teste de detecção de 
clones de tumores epiteliais no organismo modelo D. melanogaster, não foi 
possível detectar indução significativa de tumor pelos adoçantes aspartame, 
sucralose, sacarina sódica e glicosídeo de esteviol. 
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Tabela 1.  Frequências de clones de tumores observadas em Drosophila melanogaster, heterozigota para o gene 
supressor de tumor wts, tratadas com controle positivo (DXR 0,4mM), controle negativo (água) e com diferentes 
concentrações de aspartame (AS) (0,85; 1,7; 3,4; 6,8 e 13,6mM). 
 
 
N. de  Frequência de tumores analisados (total de tumores) 
Tratamento  moscas Olho  Cabeça  Asa  Corpo  Perna  Halter Total 
  ( N )                         
Água  200 0,01 (2)   0,01 (2)   0,08 (16)   0,02 (4)   0,03 (5)   0,01 (1) 
 
0,15 (30)   
DXR 0,4 mM 200 0,01 (2) - 0,41 (81) + 3,92 (784) + 0,97 (193) + 0,24 (48) + 0,05 (9) + 5,59 (1117) + 
AS 0,85 mM 200 0,05 (9) - 0,03 (6) - 0,04 (7) - 0,04 (8) - 0,04 (7) - 0,00 (0) - 0,19 (37) - 
AS 1,7 mM 200 0,05 (9) - 0,06 (12) - 0,05 (9) - 0,02 (4) - 0,06 (12) - 0,00 (0) - 0,23 (46) - 
AS 3,4 mM 200 0,03 (6) - 0,04 (7) - 0,03 (6) - 0,05 (9) - 0,02 (4) - 0,01 (1) - 0,17 (33) - 
AS 6,8 mM 200 0,03 (5) - 0,04 (7) - 0,02 (3) + 0,03 (5) - 0,05 (10) - 0,01 (1) - 0,16 (31) - 
AS 13,6 mM 200 0,02 (3) - 0,03 (6) - 0,04 (8) - 0,04 (8) - 0,02 (4) - 0,01 (2) - 0,16 (31) - 
 
Diagnóstico estatístico de acordo com o Teste de Mann-Whitney Test. Nível de significância P ≤ 0.05 
+ Valor considerado diferente do controle negativo  (P ≤ 0.05). 
DXR, doxorrubicina. 
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Diagnóstico estatístico de acordo com o Teste de Mann-Whitney Test. Nível de significância P ≤ 0.05 
+ Valor considerado diferente do controle negativo  (P ≤ 0.05). 
DXR, doxorrubicina.  
  
Tabela 2.  Frequências de clones de tumores observadas em Drosophila melanogaster, heterozigota para o gene supressor de 
tumor wts, tratadas com controle positivo (DXR 0,4mM), controle negativo (água) e com diferentes concentrações de sucralose 
(Sucra) (0,5; 1,25; 2,5; 5,0 e 10mM). 
 
 
N. de  Frequência de tumores analisados (total de tumores) 
Tratamento  Moscas  Olho  Cabeça  Asa  Corpo  Perna  Halter Total 
  ( N )                         
Água  200 0,01 (02) 
 
0,01 (02) 
 
0,08 (16) 
 
0,02 (04) 
 
0,03 (05) 
 
0,01 (01) 
 
0,15 (30) 
DXR 0,4 mM 200 0,01 (02) - 0,41 (81) + 3,92 (784) + 0,97 (193) + 0,24 (48) + 0,05 (09) + 5,59 (1117)+ 
Sucra 0,5 mM 200 0,01 (02) - 0,04 (07) - 0,05 (10) - 0,03 (05) - 0,04 (08) - 0,01 (01) - 0,17 (33)- 
Sucra 1,25 mM 200 0,00 (00) - 0,03 (05) - 0,01 (02) - 0,06 (11) - 0,03 (06) - 0,00 (00) - 0,12 (24)- 
Sucra 2,5 mM 200 0,01 (02) - 0,02 (04) - 0,05 (10) - 0,04 (08) - 0,04 (07) - 0,01 (01) - 0,16 (32)- 
Sucra 5,0 mM 200 0,02 (04) - 0,01 (02) - 0,07 (13) - 0,04 (08) - 0,03 (06) - 0,00 (00) - 0,17 (33)- 
Sucra 10,0 mM 200 0,04 (07) - 0,04 (08) - 0,06 (12) - 0,03 (06) - 0,01 (01) - 0,01 (01) - 0,18 (35)- 
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Diagnóstico estatístico de acordo com o Teste de Mann-Whitney Test. Nível de significância P ≤ 0.05 
+ Valor considerado diferente do controle negativo  (P ≤ 0.05). 
DXR, doxorrubicina.  
 
 
 
 
Tabela 3.  Frequências de clones de tumores observadas em Drosophila melanogaster, heterozigota para o gene supressor de tumor 
wts, tratadas com controle positivo (DXR 0,4mM), controle negativo (água)  e com diferentes concentrações de sacarina sódica (Sac) 
(25; 50; 100; 200 e 400mM). 
 
 
N. de  Frequência de tumores analisados (total de tumores) 
Tratamento  Moscas  Olho  Cabeça  Asa  Corpo  Perna  Halter Total   ( N )                         
Água  200 0,00 (00) 
 
0,07 (13) 
 
0,09 (18) 
 
0,20 (40) 
 
0,04 (07) 
 
0,01 (02) 
 
0,40 (80) 
DXR 0,4 mM 200 0,06 (11) + 0,97 (194) + 4,15 (830) + 2,25 (450) + 1,67 (334) + 0,32 (63) + 9,41 (1882) + 
Sac 25 mM 200 0,03 (05) - 0,06 (11) - 0,10 (19) - 0,08 (15) - 0,04 (08) - 0,01 (01) - 0,30 (59) - 
Sac 50 mM 200 0,00 (00) - 0,06 (11) - 0,07 (14) - 0,08 (16) - 0,03 (06) - 0,01 (01) - 0,24 (48) - 
Sac 100 mM 200 0,01 (02) - 0,07 (13) - 0,07 (13) - 0,05 (09) - 0,05 (10) - 0,00 (00) - 0,24 (47) - 
Sac 200 mM 200 0,01 (01) - 0,06 (11) - 0,05 (10) - 0,13 (26) - 0,03 (06) - 0,01 (01) - 0,28 (55) - 
Sac 400 mM 200 0,00 (00) - 0,06 (11) - 0,05 (10) - 0,09 (18) - 0,03 (06) - 0,02 (03) - 0,24 (48) - 
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Diagnóstico estatístico de acordo com o Teste de Mann-Whitney Test. Nível de significância P ≤ 0.05 
+ Valor considerado diferente do controle negativo  (P ≤ 0.05). 
DXR, doxorrubicina. 
Tabela 4.  Frequências de clones de tumores observadas em Drosophila melanogaster, heterozigota para o gene supressor de tumor wts, 
tratadas com controle positivo (DXR 0,4mM), controle negativo (água)  e com diferentes concentrações de glicosídeo de esteviol (SG) 
(2,5; 5,0; 10,0; 20,0 e 40,0mM). 
 
 
N. de  Frequência de tumores analisados (total de tumores) 
Tratamento  Moscas  Olho  Cabeça  Asa  Corpo  Perna  Halter Total   ( N )                         
Água  200 0,00 (00)   
    
0,03 (06) 
 
  
0,06 (12)  
  
0,10 (20)  0,03 (06)  0,01 (01)  
  
0,23 (45) 
DXR 0,4 mM 200 0,02 (03) - 
  
0,76 (152)+  
  
2,74 (548)+  
  
1,61 (321)+  0,83 (165)+  0,31 (61)+  
  
6,25 (1250)+ 
SG 2,5 mM 200 0,00 (00) - 
  
0,05 (09) -  
  
0,08 (15) -  
  
0,09 (18) -  0,02 (03) -  0,01 (02)-  
  
0,24 (47) - 
SG 5,0 mM 200 0,01 (01) - 
  
0,07 (13) -  
  
0,06 (12) -  
  
0,12 (24) -  0,04 (07) -  0,01 (01)-  
  
0,29 (58) - 
SG 10,0 mM 200 0,01 (01) - 
  
0,06 (11) -  
  
0,06 (12) -  
  
0,10 (20) -  0,05 (09) -  0,00 (00)-  
  
0,27 (53) - 
SG 20,0 mM 200 0,00 (00) - 
  
0,05 (10) -  
  
0,07 (13) -  
  
0,12 (23) -  0,04 (08) -  0,01 (01)-  
  
0,28 (55) - 
SG 40,0 mM 200 0,00 (00)  - 
  
0,05 (09) -  
  
0,07 (14) -  
  
0,06 (12) -  0,04 (07) -  0,01 (02)-  
  
0,22 (44) - 
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